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RÉSUMÉ.
Le bleuet nain ou le Vaccinium angustifolium Aiton est une plante native
d'Amérique du Nord. Cette espèce se retrouve principalement dans les régions nord-est des
États-Unis et le sud-est du Canada.
Dans la région du Saguenay Lac-Saint-Jean, au Québec, cette plante génère des
activités économiques directes et indirectes importantes. L'exploitation de cette ressource
naturelle est essentiellement orientée vers l'industrie alimentaire.
Afin de caractériser le bleuet de la région du Saguenay-Lac-Saint-Jean, une étude fût
menée sur la composition chimique de l'huile essentielle, des extraits volatils et des
aglycones de glycosides des fruits de cette plante.
L'extraction des huiles essentielles par entraînement à la vapeur d'eau a porté sur les
feuilles, les bourgeons de fleurs, les fleurs, les différents stades du fruit et les racines
(rhizomes). En outre, la méthode de Likens-Nickerson a été employée pour extraire les
produits volatils des fleurs, des fruits verts, rouges et mûrs. L'analyse sur chromatographe
en phase gazeuse (CPG) munie d'un détecteur à ionisation de flamme (FID) et de la
spectrométrie de masse couplée à la CPG (CPG/SM), ont permis de quantifier et d'identifier
les produits volatils.
D a été remarqué que l'(£)-hex-2-énal est le constituant majeur des feuilles et des
fruits rouges avec des concentrations respectives de 28,2 % et 14,9%. Le géraniol (19,0%)
est le constituant principal des bourgeons des fleurs tandis que le linalol se retrouve dans le
reste des parties aériennes examinées. D est de 7,4 % dans les feuilles, 29,5 % dans les
fleurs, 18,3 % dans les fruits verts, 9,7 % dans les fruits rouges et 24,7 % dans les fruits
mûrs. Enfin, l'a-terpinéol est le composé important des racines à 28,9%.
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L'hydrolyse enzymatique de glycosides extraits des fruits verts et mûrs, par la p-
glucosidase et la cellulase ont rendu la détermination des produits volatils liés possible.
L'analyse et la séparation des aglycones volatils de glycosides de ces parties par CPG et
CPG/SM ont conduit à l'identification de certains produits volatils liés des fruits. Dans les
deux cas d'enzymes considérés, le nonan-2-ol (>14%) est l'aglycone majeur retrouvé dans
les fruits mûrs et le 1-hydroxylinalol, le composé majeur des fruits verts.
Le rendement en huile essentielle et en aglycones volatils des différentes parties de
la plante examinée, a permis d'affirmer que le Vaccinium angustifolium est une plante
pauvre non seulement en produits volatils libres, mais aussi en produits volatils liés.
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L'homme préhistorique, qui avait très peu de moyens, devait se nourrir des produits
de cueillette et de la chasse. En assimilant la flore locale, il a découvert les plantes utiles et
indispensables pour survivre. Ce régime, essentiellement végétarien, était le berceau
d'utilisation des produits naturels. À cette époque, bien que les huiles essentielles ne soient
pas signalées nommément, les plantes aromatiques étaient largement employées.
Les huiles essentielles sont traditionnellement utilisées pour des préparations des
industries alimentaires (huile de citron, de menthe, de girofle), des industries cosmétiques et
hygiéniques (rose, géranium, lavande), des industries pharmaceutiques et médicinales
(eucalyptus, ail). L'homéopathie et l'aromathérapie sont des exemples courants d'usage
d'huiles essentielles en médecine douce, et leur popularité s'est accrue d'une façon
considérable ces dernières années (International Trade Centre, 1993). Le mode d'action des
huiles essentielles et des produits odorants se partage entre deux principes théoriques
diamétralement opposées: la théorie d'action reflective et la théorie systémique. La
première soutient que l'odeur d'un produit apporte l'effet désiré en créant des sensations
agréables au niveau des voies olfactives qui les transmettent au cerveau et de là, atteint le
système lobaire responsable des émotions et des sensations comme l'anxiété, l'appétit, la
peur... La deuxième théorie suppose que les molécules des produits odorants en se mettant
en contact avec les cellules vivantes, apportent les effets prétendus de ces molécules
(Buchbauer, 1993). Les consommateurs perçoivent les produits naturels comme ayant des
propriétés pouvant améliorer la santé humaine et sans danger. Bien que cette dernière
hypothèse ne soit pas toujours évidente, les huiles essentielles d'origine naturelle sont en
demande continuelle. Les produits des parfumeries extraits des produits naturels sont
directement concurrencés par les composés artificiels de synthèse. Ces derniers qui se
doivent d'être identiques, sont dépourvus du caractère naturel et présentent souvent une
qualité olfactive faible. Malgré leurs coûts de production moins élevés, leur bonne qualité
et leurs prix stables sur le marché, ils sont loin de remplacer des huiles essentielles d'origine
naturelle (International Trade Centre, 1993).
Les huiles essentielles se retrouvent dans toutes les parties de la plante (écorces,
racines, feuilles, fleurs et fruits) et dans toutes les régions climatiques du globe (Guenther,
1948). Les facteurs environnementaux comme la température, l'irradiance et la
photopériode peuvent jouer un rôle primordial sur la qualité et la quantité de l'huile
essentielle (Yamaura et al, 1989). Les matières nutritives indispensables à la croissance de
la plante, l'eau, les éléments minéraux et l'azote jouent également sur la composition
chimique et la qualité de l'huile essentielle (Rajeswara et al., 1990). En général, aussi
longtemps que la chimiovariété appropriée croît, le rendement maximal en huile peut être
atteint en ajustant les éléments nutritifs pour optimiser la production de la biomasse, la
récolte de la matière végétale pouvant coïncider avec la concentration maximale d'un
composé recherché dans la plante (Hay et al., 1993).
1.2. La biosynthèse des terpènes.
Les terpènes constituent le plus grand ensemble des metabolites secondaires des
végétaux (Brunéton, 1993). Les huiles essentielles qui n'existent quasiment que chez les
végétaux supérieurs et chez certains champignons où elles sont stockées dans toutes les
parties des végétaux (fleurs, feuilles, écorces, racines, rhizomes, fruits et graines), sont
principalement composées des terpènes. Si tous les organes d'une même espèce peuvent
renfermer une huile essentielle, la composition de cette dernière peut varier selon sa
localisation.
Les rôles biologiques des terpènes et des huiles essentielles sont souvent obscurs
(Slusarenko et al, 1993), il est toutefois vraisemblable, qu'ils jouent un rôle écologique
dans les interactions végétales, végétale-animales et pourraient même constituer des
supports de communication par des transferts de messages biologiques sélectifs (Brunéton,
1993). En effet, les huiles essentielles contribuent à l'équilibre des écosystèmes, attirent les
abeilles et des insectes responsables de la pollinisation, protègent les végétaux contre les
herbivores et les rongeurs, possèdent des propriétés antifongiques, antibactériennes,
allopathiques dans les régions arides et peuvent servir de solvants bioactifs des composés
lipophiles (Hay et al, 1993).
Les huiles essentielles non seulement sont des mélanges complexes de constituants
hétérogènes, elles appartiennent de façon exclusive à deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes, le groupe des terpénoïdes d'une part et le groupe
aromatique et aliphatique (alcanes, alcènes, alcénols, phénols etc...)- Dans chaque groupe
de terpènes, un précurseur unique conduit aux différents constituants connus, par une
succession de réactions classiques (Kurt, 1983). Les plus connus de ces produits sont les
monoterpènes qui répondent à la formule brute de QOHIÔ, les sesquiterpènes (Q5H24) et les
diterpènes (C20H32). Les monoterpènes et les sesquiterpènes se retrouvent presque toujours
dans les huiles essentielles sous forme acyclique, monocyclique ou bicyclique avec
l'existence de nombreuses molécules fonctionnalisées (alcools, aldéhydes, cétones, esters,
éthers, peroxydes).
La biosynthèse des terpènes est initialisee par la formation des unités à cinq atomes
de carbones (C5) ou isoprènes actifs, la formation de l'acéto-acétate et la condensation
aldolique avec une molécule d'acétyl-coenzyme A (Fig.l). La réaction se produit en
présence du coenzyme A synthase et du CoA réductase, pour former l'acide 3R-
mévalonique (M VA). La conversion de M VA en structures hémiterpéniques est réalisée en
trois phosphorylations successives, permettant d'introduire le groupe pyrophosphate, dont
l'élimination conduit à la formation du pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et du
pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP), deux isomères.
La condensation de ces deux unités aboutit à la formation du pyrosphosphate de
géranyle, le précurseur le plus probable des monoterpènes acycliques, tandis que son
isomères cis, le pyrophosphate de néryle aboutit aux monoterpènes cycliques (figure 1). La
condensation du pyrosphosphate de géranyle avec une molécule de pyrosphosphate
d'isopentényle permet d'obtenir le pyrosphosphate de trans farnesyle, qui est le précurseur
des sesquiterpènes. Les réactions se terminent soit par formation d'hydrocarbures soit par
addition d'un nucléophile tel que l'eau et donc formation d'un alcool. L'oxydation et
l'estérification de ce dernier donnent naissance aux multiples cétones et acétates connus
dans la gamme d'huiles essentielles.
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Figure 1: La biosynthèse des terpenes (Croteau, 1987).
1.3. La production des huiles essentielles.
La principale technique de production des huiles essentielles est la codistillation
avec l'eau dont les principales variantes technologiques sont les suivantes:
l'hydrodistillation ou la distillation à la vapeur d'eau consiste à immerger la matière végétale
dans l'eau qui est ensuite portée à ebullition. En dépit d'avantages apparents (efficacité
d'extraction), l'entraînement à la vapeur d'eau à pression atmosphérique est une méthode
susceptible d'introduire de nombreux artefacts (Brunéton,1993). Pendant l'hydrodistillation,
l'eau, l'acidité et la température peuvent provoquer la formation de produits indésirables
voire même la destruction des produits labiles, sans oublier des réarrangements que peuvent
subir ces produits (Lawrence, 1976). Quand la distillation à la vapeur saturée est effectuée,
le matériel végétal est supporté par une plaque perforée située à une certaine distance au
dessus du fond rempli d'eau. Le matériel végétal est en contact avec la vapeur d'eau saturée,
mais pas en contact avec l'eau bouillante. Cette méthode peut altérer la qualité des produits,
à cause de la surpression qui parfois règne à l'intérieur du système (Richard et al., 1992).
Actuellement la technique la plus utilisée ressemble beaucoup à la précédente. Elle
consiste à introduire la vapeur d'eau générée par une chaudière au dessous de la matière
végétale contenue dans un alambic. À son passage, la vapeur d'eau entraîne l'huile
essentielle des plantes pour être condensée et séparée dans un séparateur des phases. Au
niveau laboratoire, la vapeur est générée dans un premier ballon et acheminée verticalement
entraînant avec elle l'huile essentielle contenue dans la matière végétale. Cette méthode a
pour avantage d'éviter le contact prolongé de la matière végétale avec l'eau en ebullition et
évite donc la formation de certains artefacts (Collin et al., 1992).
1.4. Les glycosides.
L'orientation actuelle des industries agro-alimentaires, cosmétologiques implique un
recours croissant à l'aromatologie. Les feuilles, les fruits et les fleurs des plantes
aromatiques constituent les principales sources des produits naturels. À coté de cette source
traditionnelle, le développement des technologies que représentent les formes liées des
produits naturels ou les glycosides, offre des opportunités de production des substances
odorantes. Les glycosides précurseurs d'arômes qui ne sont pas obtenus par la méthode
classique d'entraînement à la vapeur, ont été examinés dans les fruits mûrs et verts du
Vaccinium angustifolium.
Les glycosides sont des hétérosides qui après l'hydrolyse se dédoublent en un ou
plusieurs oses et une substance non glucidique, l'aglycone. La nature de la liaison
glucidique des hétérosides signifie que l'aglycone est lié au glucose sous forme p-D-
glucopyranoside, et ceci dans 80% des cas observés dans la nature (Stahl-Biskup, 1987) et
autres sucres (figure 2).
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Les aglycones sont formés de composés volatils divers; des monoterpenes
acycliques ou cycliques, des composés aromatiques et des molécules norisoprénoïdiques à
13 atomes de carbones et des sesquiterpènes (Stahl-Biskup et al, 1993).
Le rôle des glycosides monoterpéniques est à ce jour mal défini (Stahl-Biskup,
1987), mais quelques hypothèses ont été émises quant aux rôles joués par ceux-ci; certains
considèrent qu'ils joueraient un rôle d'intermédiaire dans la biosynthèse terpénique (Stahl-
Biskup, 1987). Les monoterpenes glycosides seraient également une forme d'accumulation
dans les tissus non différenciés et en même temps une forme de transport vers les tissus
différenciés, serviraient de transport dans le métabolisme des monoterpenes et dans la
























Figure 2: Les hétérosides terpeniques.
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Les aglycones non seulement se retrouvent dans la partie aérienne de la plante, mais
aussi dans les fruits, les racines et les pétales de plusieurs plantes (Stahl-Biskup, 1993). Les
glycosides ayant été identifiés dans plusieurs fruits (Christen et al, 1994; Stahl-Biskup,
1993), l'analyse des aglycones volatils dans les fruits vise les objectifs tant pratiques et
appliqués car la connaissance parfaite de ces arômes contribue à la bonne compréhension de
l'arôme et la saveur des fruits, des jus et des vins.
1.5. Le but du travail.
Ce travail a porté sur les racines, les feuilles, les bourgeons, les fleurs et les
différents stades de développement du fruit à savoir les fruits verts, rouges et mûrs du
Vaccinium angustifolium Ait (Bleuet). Les aglycones de glycosides volatils des fruits verts
et mûrs sont obtenus par hydrolyse enzymatique en utilisant la cellulase et la /?-glucosidase
pendant l'hydrolyse enzymatique.
La méthodologie est basée sur l'extraction, l'identification des produits volatils du
bleuet par les différents procédés, et l'analyse des glycosides des fruits mûrs et verts. À la
lumière de ce qui est connu, aucune étude n'aurait été réalisée sur les produits volatils des
autres parties de la plante.
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Les objectifs de ce travail consistaient à:
1. Caractériser les huiles essentielles des différentes parties du Vaccinium
angustifolium Ait.,
2. Caractériser les produits volatils des fruits par la méthode de Likens-Nickerson,




2.1. Aspect botanique et usages du Vaccinium angustifolium Alton.
Le Vaccinium angustifolium Ait. est une espèce du genre Vaccinium Linaeus (L.) de
la famille des Ericacées (Marie-Victorin, 1964). Cette famille comprend 90 genres et
1500 espèces dont 400 seulement sont du genre Vaccinium L. et réparties sur les cinq
continents. Près de deux tiers des espèces répertoriées au monde sont en Malaisie, 70 en
Asie du sud-est, 19 au Japon, 5 en Asie pacifique, 5 en Afrique, 6 en Europe, 25 en
Amérique latine et 26 en Amérique du nord (Kloct, 1988). Le Vaccinium angustifolium,
répandu en Amérique du nord, est un arbuste dressé de petite taille, avec des rhizomes,
formant une colonie dense et extensive.
On dénombre quinze espèces de Vaccinium (V.) sauvages à cheval sur les territoires
des États-Unis et du Canada: V. uliginosum, V. myrtiroïdes, V. boréale, V. myrtillus, V.
oxycoccus, V. vitis-idaea, V. angustifolium, V. caespitosum, V. ovalifolium, V. scoparium,
V. deliciosum, V. macrocarpon, V. ovatum, V. membranaceum et V. parvifolium S. Aux
États-Unis seulement onze sont comptées: V. geminiflonum, V. colimbosum, V. stamineum,
V. tenellum Ait., V. pallidum, V. erythrocarpons, V. craddifolium, V. arboreum, V. darovii,
V. myrsinites et V. hirsutum.
Le Vaccinium angustifolium Aiton, est connu sous les appellations de bleuet de
Pennsylvanie et de bleuet nain. C'est un petit arbrisseau de 9-27 cm de hauteur, dont la
densité par mètre carré peut atteindre 278 ± 165 tiges. Son habitat est très souvent les sols
sablonneux, acides et tourbeux. La largeur de ces feuilles peut atteindre 11 ± 5 mm. Il se
localise entre 38° à 57° latitude Nord et 53° et 98° longitude Ouest. Au Canada, le bleuet
se retrouve principalement au Québec dans la région du Saguenay Lac-Saint-Jean et au
Nouveau-Brunswick; aux États-Unis, il est aussi en abondance dans la région de Maine
(Kloct, 1988).
Plusieurs travaux, de valeur agronomique, ont été effectués sur les espèces nord-
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américaines (Ismail, 1969; Kloct, 1988; Eck, 1988; Lemieux et al, 1991). Cependant, le
manque de travaux à caractère chimique ne permet pas de caractériser les différentes
espèces de Vaccinium, a tout le moins sur le plan de la chimiotaxonomie (Parliment et al.,
1975; Gagnon étal, 1989).
À l'exception du Vaccinium arboreum, tous les fruits du genre Vaccinium Linaeus
sont comestibles. Les Inuits du Labrador utilisaient les fruits Vaccinium oxycoccus pour
confectionner les mets préférés ( Kloct, 1988).
Le principal débouché des fruits agréables du Vaccinium angustifolium est
l'alimentation. Depuis longtemps, le fruit mûr du Vaccinium angustifolium est connu en
alimentation (Kloct, 1988). Il est consommé sous forme fraîche en pâtisserie (la tarte au
bleuet, le chocolat au bleuet...) ou utilisé dans la fabrication d'apéritifs. La faible
concentration en arôme du fruit a été signalée (Gagnon et al, 1989) et cela nous a motivé
l'examen des huiles essentielles et les produits volatils des autres parties de la plante.
Dans le domaine médical, Kalt et al(1994), dans son rapport produit en 1994 sur les
produits pharmaceutiques extraits du genre Vaccinium, mentionne que la quasi-totalité des
médicaments ou des formulations pharmaceutiques (183 sur 184) proviennent du
Vaccinium myrtillus. Dans la plupart des cas, des anthocyanines sont à la base de
formulations médicamenteuses. À cause de la grosseur généralement petite du fruit, la
quantité de ces substances sont deux ou trois fois plus que celle retrouvée chez d'autres
espèces de Vaccinium. Ainsi, en considérant le profil des anthocyanes, l'auteur du rapport
mentionne que les extraits du fruits de bleuet pourraient être aussi efficaces que ceux du
Vaccinium myrtillus (Kalt et al, 1994).
En médecine traditionnelle, les autochtones trempaient différentes parties du
Vaccinium angustifolium'. les feuilles, les fleurs et/ou les rhizomes dans l'eau chaude, les
infusions, étaient consommées pour leurs propriétés curatives. Ces tisanes étaient utilisées
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pour la purification du sang, contre les coliques chez les enfants, comme fortifiant, comme
diurétique et lors d'une fausse couche (Black, 1980). L'usage traditionnel du Vaccinium
angustifolium a cédé la place à la médecine moderne technologique.
Figure 3: L'espèce Vaccinium angustifolium
Dans la région du Saguenay Lac-Saint-Jean, c'est à la suite du grand feu de 1870
que le bleuet nain se manifesta d'une façon spectaculaire. Dans les années qui ont suivi,
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une nouvelle végétation spontanée a fait de la région du Lac-Saint-Jean le lieu de
prédilection pour les bleuets (Lachance, 1980). Le goût agréable du fruit du Vaccinium
angustifolium fait de lui une espèce de plus en plus recherchée à travers le monde entier
(WBANA,1994; Eck, 1988). La production mondiale est estimée à 25 300 tonnes dont 7
700 tonnes proviennent du Québec que fournissent les 14 000 hectares aménagés au Lac-
Saint-Jean. (Statistiques Canada, 1994). Le tiers de la production totale du bleuet est
commercialisé sous forme de fruits frais et les 2/3 sont congelés pour une éventuelle
exportation. Le bleuet est consommé en pâtisserie (tarte au bleuet), en crème conserve,
sous forme de sirop, de jus et/ou de concentré (Eck, 1988).
Toute la matière végétale utilisée pendant ce travail a été récoltée dans la région de
Saint-Honoré au Saguenay-Lac-Saint-Jean.
2.2. Matériel.
La récolte des différentes parties du Vaccinium angustifolium a été effectuée à Saint-
Honoré dans une bleuetière commerciale, aménagée près du Lac Docteur. Suivant la
période de croissance du bleuet, la récolte des échantillons utilisés dans le cadre de cette
étude a été faite en respectant le cycle végétatif de la plante. Ainsi, l'échantillonnage débuté
au mois de mai 1994 par les bourgeons de fleurs suivis des fleurs, de fruits verts en juillet,
des fruits rouges et des feuilles en août, et enfin des fruits mûrs et des racines en septembre
de la même année. Les échantillons, mis dans des sacs en papier, ont été récoltés sur toute
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la plante, au même endroit et conservés dans une chambre froide à -18°C, pour être traités
le lendemain ou deux jours plus tard.
2.3. Analyse des produits volatils.
La méthode d'entraînement à la vapeur (Figure 4) a été utilisée pour toutes les
parties de la plante, et la méthode de Likens-Nickerson (Figure 5) a été employée
seulement pour les fleurs, les fruits verts, rouges et mûrs.
2.3.1. Extraction par hydrodistillation.
L'entraînement à la vapeur d'eau ou la méthode d'hydrodistillation est une méthode
très ancienne pratiquée pour l'obtention d'huiles essentielles des plantes aromatiques.
Différentes variantes de cette méthode sont, en partie, décrites au chapitre précédant.
Le procédé a été le suivant: 203,9 g de fleurs, cueillies le 16 juin 94, sont placées
dans un ballon de 5 litres. On recouvre le matériel végétal par 1000 ml d'eau et l'extraction
est effectuée pendant 2 heures (figure 4). Le distillât est récupéré dans un contenant
(ballon) de 2 litres dans lequel on a préalablement mis 200 ml d'eau, 100 ml de pentane
(C5H12) non UV de 98,5 % de pureté et 40 g de NaCl avant l'opération. Après 2 heures de
distillation, on rince les réfrigérants au pentane; le distillât est placé ensuite dans une
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ampoule à décanter de 2L contenant 40 g de NaCl. Après trois extractions de la phase
aqueuse avec 50 ml de pentane à chaque fois, la solution légère est séchée avec 30g de
sulfate de sodium (Na2SÛ4) et évaporée jusqu'à 5 ml avant d'ajouter une solution de
tetradécane comme standard interne. Une faible quantité tirée de l'échantillon final est
injectée au CPG et ensuite au CPG/MS. Les restes solides de la distillation sont séchés à
l'étuve pendant 12 heures à une température de 80°C et pesés, afin de permettre le calcul
de rendement et de la quantité d'huile (les détails de calcul p.30). Un procédé d'une façon




Figure 4 : Le système d'entraînement a la vapeur d'eau.
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2.3.2. Extraction par Likens-Nickerson.
Le système d'extraction-distillation ou l'extraction au Likens-Nickerson est
fréquemment utilisé pour isoler les produits volatils ou les arômes des aliments (Likens et
Nickerson, 1964). Les substances végétales mises en suspension dans l'eau sont placées
dans le ballon au coté droit (B) du système et un faible volume du solvant est introduit dans
un autre ballon au coté gauche (A) du système d'extraction (Figure 5). Les deux ballons
ayant été portés à ebullition séparément, les flux de vapeur d'eau et de solvant sont
mélangés automatiquement dans la chambre centrale, avant d'être condensés en même
temps et sur le même réfrigérant. Sachant que l'eau et le solvant sont non-miscibles, ils se
séparent dans la section en "U" de l'appareil par leur différence de densité. Le solvant
chargé de composés organiques entraînés par la vapeur retourne dans le ballon du solvant,
et l'eau dans l'autre. On arrive ainsi à partir de petites quantités de solvants à réaliser
l'entraînement à la vapeur et l'extraction sur de grandes quantités de matières végétales
(Maarse et al, 1981). Une autre avantage de ce système est la capacité de récupérer la
totalité des produits volatils à plus de 5 atomes de carbones. Le désavantage de ce système




Figure 5: Système de distillation-extraction (Likens et a/., 1964)
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Quelle que soit la méthode utilisée, il faudra avoir constamment présent à l'esprit
que les méthodes d'extraction impliquant la température sont elles-mêmes susceptibles
d'induire la formation de composés volatils, surtout lorsque le travaille est réalisé sur des
substances sensibles aux réactions thermiques. Dans un système d'extraction-distillation, il
est donc préférable de travailler sous vide afin d'avoir le meilleur rendement de récupération
(Richard et al., 1992). Dans la perspective de pouvoir comparer les résultats de la méthode
à l'entraînement à la vapeur d'eau et ceux du Likens-Nickerson, les extractions furent
effectuées à pression normale.
Un ballon de 3 L fut utilisé avec 201,6 g de matière végétale, dans lequel nous
ajoutions 1500 ml d'eau et un petit ballon de 500 ml contenant 100 ml de pentane pour
recueillir les extraits. Le montage du système est schématisé à la figure 5. Après 120
minutes d'extraction, nous récupérions la solution du petit ballon. La même procédure fut
suivie en ce qui concerne l'entraînement à la vapeur.
2.3.3. Analyse semi-quantitative.
Actuellement, la méthode de dosage et d'identification, la plus couramment
employée dans l'étude des huiles essentielles, fait appel à la chromatographie en phase
gazeuse. Elle permet l'identification (au moins en principe) des constituants et d'obtenir
une valeur approximative des concentrations respectives. Cette méthode permet également
de séparer de faibles quantités des différents composants de l'huile essentielle (Lucaccioni
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et al, 1993).
Tous les échantillons ont été analysés sur deux colonnes capillaires de polarité
différente, afin d'avoir une meilleure précision possible dans l'identification des constituants
(Sandra et al., 1987). Les solutions d'huiles essentielles sont évaporées jusqu'à 5 ml sous
vide (ROTAVAP®), avant d'être injectées sur le chromatographe en phase gazeuse et
analysées en programmation de température.
Suivant les conditions d'analyse décrites au tableau 1, les analyses furent effectuées
au moyen d'un appareil de chromatographie Hewlett-Packard 5890 A possédant un
injecteur, d'un détecteur à ionisation de flamme (FDD) et muni de 2 colonnes capillaires: une
colonne capillaire non polaire DB-5, de 30 m par 0,25 mm de diamètre interne et d'une
autre colonne capillaire polaire supelcowax-10, de même dimension que la précédente.
L'enregistrement et l'intégration des chromatogrammes sont effectués avec un ordinateur
Hewlett-Packard HP 9000 séries 300. L'identification des pics au CPG est basée sur la
détermination (la mesure) des temps de rétention des constituants (Kaiser, 1970).
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Spectre de Masse (MSD) Hewlett Packard 5972
Avec Diviseur (SPLIT)





PROGRAMMATION TEMPÉRATURE DURANT UNE ANALYSE
Température initiale du four
Vitesse de chauffage
Température finale du four
Gaz porteur (N2)
Débit du gaz porteur
Débit de split (split vent) (N2)
Débit de purge (purge vent) (N2)
35 °C pendant 5 min.
2°C/min





En effet, dans les conditions de programmation de température constantes au CPG,
le temps de rétention d'un composé reste également constant. Mais, en pratique, les
conditions d'analyse varient beaucoup et, pour cette raison, le temps de rétention seul ne
serait fiable. Avec l'introduction du système des indices de Kovats, l'identification des
différents composés des huiles essentielles est devenue plus pratique. Le calcul des indices
de Kovats se fait en utilisant les temps de rétention corrigés des deux alcanes qui encadrent
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le composé inconnu (Maarse et al., 1981). Ces indices expriment la rétention d'un produit
comparé à son homologue hydrocarbure linéaire, examiné dans les mêmes conditions de
température.
L'expression mathématique générale qui donne une meilleure approximation des
indices de Kovats, recommandée par la firme "Chromatographic Society" est la suivante
(Evans et al, 1989).
où I : indice de Kovats d'une substance A
N : nombre d'atomes de l'alcane dont le temps de rétention RN est inférieur à A
n : nombre d'atomes de carbone de différence entre les deux alcanes
RA. temps de rétention de la substance inconnue A
RN: temps de rétention de l'alcane inférieur à A
RN+II : temps de rétention de l'alcane supérieur à A.
En se référant à la banque de donnée des indices de Kovats du Laboratoire
d'Analyse et de Séparation des Essences Végétales (personnelle), il a été possible de
comparer les indices Kovats de cette banque et celles des échantillons pour l'identification
préliminaire des produits volatils libres et liés du bleuet. Les autres composés ont été
identifiés en se basant sur la littérature.
1
 Comme les conditions opératoires du CPG sont mistes (programmation de température
suivie de 33 minutes à 280 °C), par comodité nous avons utilisé la relation logarithmique
pour calculer les indices de Kovats.
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Pour que l'identification soit convenable, les principes suivants qui découlent des
propriétés des colonnes (Evans et al, 1989):
• Dans une série homologue des indices, l'introduction d'une unité méthylène (-CH2)
supplémentaire augmente de 100 unités sur l'échelle des indices sur une même colonne avec
une marge d'erreur de 10 à 15%.
• II existe une étroite relation entre les indices des isomères et leur point d'ébullition.
• L'indice de rétention des produits substitués asymétriquement peut être calculé à
partir de leur origine symétrique.
• Une substitution similaire des produits de structure similaire en résulte une même
augmentation de leur indice de rétention.
• L'indice de Kovats des produits non polaires (hydrocarbures linéaires) reste
constant pour n'importe quel type de colonne.
• L'indice de n'importe quel produit déterminé sur plusieurs colonnes apolaires est
identique ou proche.
• La différence entre l'indice d'un produit mesuré sur deux colonnes, polaire et
apolaire, est caractéristique de sa structure.
La fiabilité dans la détermination des indices de Kovats est rendue efficace grâce à
la performance des colonnes et de l'évolution électronique dans la chromatographie.
Néanmoins, leur précision dépend directement de la nature des substances analysées, de la
nature de la phase stationnaire et de la température de la colonne (Tarjan et al., 1989).
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L'ajout d'un standard interne n'interférant aucunement avec l'huile essentielle permet
de calculer le rendement et la quantité d'huile essentielle. Par comparaison des
pourcentages et surfaces des pics sur le chromatogramme, le facteur standard/huile
essentielle est déterminé en mesurant les quantités du standard et de l'huile. La
correspondance des pourcentages des pics est approximativement équivalente à la quantité
et le rendement en huile essentielle. Aucune autre correction (par exemple relative à la
sensibilité du détecteur) n'est tenue en compte. La relation suivante est utilisée pour
déterminer la quantité d'huile essentielle et le rendement en huile essentielle (Sandra et al,
1987):
100-%picSt. Rendement = - ^ - - x 100
Qté.St(ml) Pd. Sèche
où: Qté est la quantité d'huile essentielle;
% pic St. est pourcentage du pic du produit standard (tétradécane);
Qté. St. est la quantité de tétradécane en ml ajouté au produit à analyser;
Pd. Sèche est le poids de la matière végétale séchée.
30
2.3.4. Analyse par spectrométrie de masse.
La chromatographie en phase gazeuse autorise le couplage de toute une série de
détecteurs différents qui permettent d'avoir une vision multiple d'un seul produit
(Lucaccionni étal., 1993).
Le développement important de la spectrométrie de masse (SM) dans l'identification
des constituants des huiles essentielles est rendu possible grâce au couplage du CPG
directement à la spectrométrie de masse (Garnero, 1978). Lors du couplage, la
chromatographie (CPG) permet dans un premier niveau de séparer et d'isoler chacun des
constituants du mélange qui est injecté séparément dans la chambre d'ionisation du
spectrométrie de masse (deuxième niveau). Grâce à cette innovation importante, la
spectroscopie de masse est devenue la technique la plus sensible pour obtenir des données
importantes sur la structure de composés organiques inconnus (Richard et al., 1992). Lors
de ce travail, la CPG Hewlett-Packard 5890 est connectée au SM HP-5972 à une chambre
d'ionisation fonctionnant à 70 éV. Une banque de spectre de masse informatisée NBS75K
est couplée à ce système pour une caractérisation préliminaire.
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2.4. Analyse des glycosides.
2.4.1. Extraction des glycosides et analyse des aglycones volatils.
Dans un bêcher contenant 250 g de résine Amberlite XAD-2 (Supelco, Rhom and
Haab Company, Ontario, Canada) dont l'aire externe, le diamètre des pores, le volume
polaire approximatif, la densité sont respectivement de 300 m7g, 9 0 A, 0,65 ml/g, 1,02 mg/1
et de grandeur 20-60 Mesh, sont ajouté 200 ml de méthanol de qualité supérieure (99,8 %);
le mélange résine-méthanol est laissé au repos pendant 8 heures. De la même manière 200
ml d'acétonitrile sont ajoutés et une quantité équivalente d'éther diéthylique pour des
durées équivalentes de 8 heures. La résine est séchée à l'air libre et stockée dans le
méthanol (Gunata et al, 1985).
À l'aide d'une tige métallique, une petite quantité de laine de verre est introduite
dans une burette de 25 ml. 20 ml de méthanol sont ajouté, pour ensuite y introduire la résine
XAD-2, déjà préparée à cet effet, jusqu'à une hauteur de 10 cm. Enfin, la colonne est lavée
avec 250 ml de méthanol, avec un débit de 2 ml/min. À la fin, 50 ml d'eau sont ajoutés.
De cette façon la colonne est prête à être utilisée.
Les fruits congelés à une température de -18°C sont broyés dans un mixeur à haute
vitesse pendant 5 minutes avec 100 ml d'eau distillée. La purée ainsi obtenue est introduite
dans une centrifugeuse SORVAL® RC2-B à une température de 1°C et à 8 500 tours par
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minute (10 400 g) pendant 20 minutes, suivi d'une filtration, à l'aide d'une couche de Célite
450, pour éliminer toutes les particules solides en suspension. Le liquide obtenu est alors
introduit dans la colonne préparée à cet effet. 100 ml de jus de bleuet sont introduits dans
cette colonne suivi de 500 ml d'une solution pentane-éther (1:1) pour débarrasser le jus des
produits volatils non polaires. La fraction obtenue est séchée avec 30 g de sulfate de sodium
(NaiSCU), filtrée et évaporée sous vide jusqu'à 5 ml. Comme dans le cas des huiles
essentielles, une quantité conséquente de tétradécane est ajoutée pour ensuite être injectée
au CPG.
Dans cette la colonne, 250 ml d'eau sont introduits afin de dégager les acides, les
sucres et les autres produits solubles dans l'eau et, enfin, 500 ml de méthanol pour enlever
les glycosides. La solution au méthanol est alors évaporée, et la quantité de solide présente
est déterminée. L'hydrolyse enzymatique, s'effectuant dans une solution tampon phosphate-
citrique 0,2 M à un pH 5, la préparation de cette solution se fait de la manière suivante: on
fait dissoudre d'un côté 19,21 g d'acide citrique (H3C6H5O7 à 99,8 %) dans 1 litre d'eau , et
de l'autre côté 53,65 g de phosphate de sodium dibasique (Na2HPO4.7H2O) dans un litre
d'eau. 24,3 ml de solution citrique et 25,7 ml de solution phosphate sont mélangés pour
compléter avec l'eau distillée jusqu'à 100 ml. La solution tampon nécessaire à l'hydrolyse
est ainsi obtenue, son pH doit se situer à 5.
33
Fruits du bleuet
Broyage (100 ml H2O)
Centrifugation (9 000g)
Extrait sur colonne XAD-2
250 ml Eau
500 ml Pentane/Ether Diethylique (P/E) (1:1)
500 ml MeOH
1
extrait au M eOH
Evaporation
Dissolution
100 ml 0,2 M Citrique-Phosphate
Extraction
50 ml P/E (1:1)
Phase aqueuse Phase organique
Hydrolyse enzymatique
72 hr pH5 37° C
Extraction
3 x 150 ml P/E (1:1)
I I 1








Figure 6: Schéma d'extraction des glycosides.
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Les particules solides dissoutes dans 100 ml de solution tampon, suivi de deux
extractions avec 50 ml de pentane-éther (1:1) pour se rassurer de l'élimination complète des
produits volatils. La solution aqueuse est mélangée avec 150 mg de /?-glucosidase à 6,9
unités par gramme et mise dans l'incubateur à 37°C, sous l'agitation pour une durée de 72
heures. Le produit hydrolyse est extrait avec 150 ml de pentane-éther (1:1), la solution
légère est séchée avec 30 g de Na2SÛ4, filtrée et évaporée avec un jet d'azote jusqu'à obtenir




3.1. Analyse des huiles essentielles du bleuet.
Du tableau 2 au tableau 8, les principaux produits identifiés dans l'huile essentielle
des différentes parties du Vaccinium angustifolium sont présentés. La concordance du
produit a pu être établie sur deux colonnes de polarité différente (DB-5 et Supelcowax-10),
lorsque le temps de rétention, l'indice de Kovats et le spectre de masse concordaient avec
les données de la littérature (Adams, 1989; Jennings et al, 1980) et de la banque des
indices de Kovats et de spectres de masse du Laboratoire d'analyse et de séparation des
essences végétales (LASEVE), en annexe. L'analyse semi-quantitative des composés est
regroupée dans le tableau 9. Les pourcentages relatifs mentionnés dans tous les tableaux
sont de la colonne non-polaire DB-5.
L'extraction des huiles essentielles du bleuet a été effectuée une fois, sur toutes les
parties de la plante. Après une extraction d'une durée de 90 minutes sur les feuilles, les
bourgeons de fleurs, les fleurs, les fruits verts, mûrs et rouges et les racines par la méthode
d'entraînement à la vapeur d'eau à pression normale, le distillât a été extrait au pentane,
évaporé sous vide, séché au Na2SO4 et analysé au CPG et CPG/SM. Les composés, dont
l'identité structurale ne correspondait pas parfaitement au standard ni à la littérature, sont
mentionnés par non identifié.
Quelques structures des composés identifiés dans le Vaccinium angustifolium sont





Qtronellol Salicylate de méthyle
Figure 7: Quelques structures des composés de l'huile essentielle du bleuet.
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3.1.1. Composition de l'huile essentielle des feuilles.
Dans les feuilles du bleuet, 93,6 % de l'huile essentielle regroupé dans le tableau 2,
36,0 % de ces produits sont constitués d'aldéhydes. Il s'agit de l'hexanal, du (£)-hex-2-énal,
du (£,£)-hexa-2,4-diénal, du benzaldéhyde, du (Zi.Z^-hepta^^-diénal, le (£)-non-2-énal, le
(Zi.Z^-nona-^.ô-diénal, le (£)-déc-2-énal et le (£',£)-déca-2,6-diénal. Ces produits connus
comme stimulants de la saveur des aliments à une très faible concentration (lppb), sont
essentiellement issus de l'activité lipoxygénase ou l'autoxydation, des acides linoléique ou
linolénique (voir plus loin figure 8) (Belitz et al., 1987).
Le (E)-hex-2-énal est le composé majeur de l'huile essentielle des feuilles, sa
concentration est de 28,5 %. Il est raporté comme étant le produit majeur de l'huile
essentielle des feuilles de Comptonia peregrina (L.) (Collin et al., 1988) et de l'huile
essentielle des fruits d'abricots (Prinus mume Sieb) (Bedoukian, 1992).
Le (Z)-hex-3-én-1-ol est également présent dans l'huile essentielle des feuilles du
bleuet. Dans la nature, ce produit est retrouvé dans plusieurs espèces végétales, où il est
connu sous le nom d'alcool des feuilles. Son odeur de verdure fraîche est appréciée dans la
parfumerie et pourrait jouer un rôle fondamental dans la biosynthèse des sucres
(Bedoukian, 1992). La quantité réelle de ce produit et ses isomères ( hexan-1-ol, (£)-hex-
2-én-l-ol et (Z)-hex-3-én-l-ol ) dans les feuilles du Vaccinium angustifolium pourrait être
supérieure à la quantité retrouvée dans l'huile essentielle, car le processus d'extraction et les
traitements préliminaires avant l'analyse de ces huiles sur le chromatographe en phase
gazeuse tels que l'hydrodistillation et l'évaporation, conduisent à une éventuelle diminution
ou une perte complète de ces composés (Bedoukian, 1992).
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D'autres alcools n'appartenant pas à la famille des terpènes retrouvent souvent dans
la matière végétale ont été identifiés dans l'huile essentielle des feuilles du bleuet. Parmi
ceux-ci, il faut signaler le nonan-1-ol (0,3 %), l'oct-l-én-3-ol (0,4 %), l'octan-1-ol (1,7 %) et
l'octan-2-ol (0,4 %). Ces alcools aliphatiques sont également le résultat d'activité
lipoxygénase et leur rôle biochimique ne semble pas être explicite (Jean et al, 1992).
Le linalol (7,4 %), l'a-terpinéol (12,7 %) et le géraniol (4,1 %) sont les principaux
alcools terpéniques identifiés dans l'essence des feuilles du Vaccinium angustifolium.
D'autres terpènes retrouvés en faible concentration dans l'huile essentielle des feuilles sont
notamment le limonène (0,6 %), le (3-pinène (0,1 %), le terpinolène (0,8 %) et le terpin-1-
én-4-ol (0,4%). L'effet combiné de ces composés est responsable de l'odeur caractéristique
de l'huile essentielle des feuilles. Des proportions différentes se retrouvent sous forme libre
ou liée dans plusieurs espèces végétales et sont parmi les constituants les plus abondants
rencontrés dans des huiles essentielles (Stahl-Biskup et al, 1993).
En se basant sur le pourcentage des constituants de l'huile essentielle des feuilles du
bleuet, il semblerait que l'a-terpinéol, le linalol, le (£)-hex-2-énal, le (£)-hex-3-én-l-ol et
le géraniol sont responsables de l'odeur de l'huile essentielle des feuilles du Vaccinium
angustifolium. Un calcul plus précis de la part de chacun des constituants dans un mélange
à l'odeur a été proposé par Ohloff. Cette méthode est basée sur le rapport de la
concentration du produit évalué et de sa limite de détection olfactive (Ohloff, 1990).
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3.1.2. Composition de l'huile essentielle des bourgeons de fleurs et des fleurs.
Pendant l'évolution de la plante, les bourgeons des fleurs donnent naissance aux
fleurs et après la pollinisation, les fruits. Lors de l'analyse de l'huile essentielle des
bourgeons de fleurs du Vaccinium angustifolium, nous avons séparé 93,2 % des produits
volatils constitués du géraniol (19,0 %), de l'(Z)-hex-3-én-l-ol (16,2 %), du linalol (14,4
%) et du nonan-2-ol (10,0 %), d'hexanal (5,3 %) et d'a-terpinéol (4,0 %). Ces principaux
composés, à eux seuls, constituent 69,0 % des produits volatils des fleurs.
Le linalol (19,0 %), l'a-terpinéol (7,2 %) et le géraniol (4,6 %) sont les principaux
constituants de l'huile essentielle des fleurs. Plusieurs alcools ont été observés dans les
huiles essentielles des bourgeons et des fleurs ( hexan-1-ol, l'heptan-2-ol, le citronellol,
l'eugénol, le terpin-l-én-4-ol et le nérol) du bleuet. Un mélange de ces alcools caractérisé
par une odeur forte, fait penser à l'huile essentielle de rose où ils ont été isolés en grande
concentration (Lawrence, 1991). L'huile essentielle des fleurs est semblable à celle des
bourgeons de fleurs à l'exception du (Z)-hex-3-én-l-ol qui semble être absent dans les
fleurs. Elles sont fortement marquées par la présence d'alcools. De ce fait, l'odeur de
l'huile essentielle des bourgeons semble être caractérisée par le mélange d'a-terpinéol, du
linalol et l'(£)-hex-3-én-l-ol, celle des fleurs par le linalol, oc-terpinéol et le géraniol.
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3.1.3. La composition de l'huile essentielle des fruits verts.
Lors du développement du fruit, une série de mécanismes se produit pour apprêter
les produits indispensables à l'odeur et à la saveur des fruits. Dans le cas du Vaccinium
angustifolium, les fruits verts sont essentiellement composés du linalol (18,3 %), d'oc-
terpinéol (13,8 %) et du géraniol (10,3 %). Ces alcools qui totalisent 42,0 % de l'ensemble
des produits volatils, sont responsables de l'arôme de plusieurs fruits, où ils ont été
retrouvés sous forme libres ou liés (MacLeod, 1990; Christen et ai, 1994). Des les alcools
tels que le bornéol, l'hotriénol, le para-cymén-8-ol et l'eugénol furent également identifiés
dans les fruits verts. L'effet combiné de ces alcools connus pour leur odeur très forte est
également observé dans des jus de raisins et des vins comme responsables de l'arôme de ces
boissons (Doneche, 1993). Le cw-oxyde de linalol furanoïde (2,0 %) a été caractérisé dans
le fruit vert, mais vu le faible rendement en l'huile essentielle des fruits et sa faible
concentration dans les fleurs, il ne pourra pas contribuer à l'odeur de l'huile essentielle des
fruits verts, car son seuil olfactif est beaucoup plus élevé (5-36 mg/1) (Doneche, 1993). Deux
sesquiterpènes, le P-caryophyllène et l'a-farnésène furent identifiés avec des concentrations
respectives de 0,8 % et 0,3 %. Ils ont été retrouvés également dans certains fruits tropicaux
et il semblerait qu'ils ont une faible influence sur l'essence des fruits (MacLeod et al,
1990).
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3.1.4 Identification de l'huile essentielle des fruits rouges.
Les fruits rouges sont l'étape intermédiaire entre les fruits verts et les fruits mûrs. À
cette étape, les fruits se préparent probablement à synthétiser tous les éléments
indispensables à la maturité du fruit. Parmi 94,2 % des produits volatils identifiés dans ces
fruits, seuls le (£>hex-2-énal (15,8 %), l'a-terpinéol (11,7 %) et le linalol (10,3 %)
constituent l'odeur caractéristique des fruits rouges, car les autres composés ont une
concentration inférieure à 5 %. À quelques exceptions près, il faut signaler que la
composition de l'huile essentielle des fruits rouges ressemble beaucoup à celle des fruits
verts, mais, la plupart des composés en communs dans les fruits verts et rouges se
manifestent en faible concentration dans les fruits rouges.
51

































































































































































































3.1.5 Composition de l'huile essentielle des fruits mûrs.
L'étape finale du développement du fruit du bleuet est le fruit mûr. À ce niveau, le
fruit semble avoir atteint son plus haut niveau de maturité et tous les éléments particuliers et
indispensables à son odeur et à son goût sont réunis. Sur 96,6 % des produits séparés dans
l'huile essentielle du fruit de bleuet, 51 % est constituée par trois composés majeurs, que
sont le linalol (24,1%), l'oc-terpinéol (18,1%) et le géraniol (7,5 %). Ces produits une fois
mis ensemble, marque l'odeur caractéristique du fruit de bleuet. D'autres alcools connus
dans le monde végétal comme le nérol (3,3 %), le (Z)-hotriénol (2,8 %) et l'eugénol (2,0 %)
ont été identifiés dans l'huile essentielle du fruit mûr. Le linalol et les composés oxygénés
de 5 à 7 atomes de carbone sont connus pour leur contribution à l'arôme du fruit du
Vaccinium corymbosum (Parliment, 1977).
L'odeur verdure fraîche de l'huile essentielle des fruits mûrs du bleuet proviendrait
des alcools volatils qui occupent 70 % de l'huile essentielle. Les autres constituants par
leur diversité se partagent 30 % occupant ainsi une place secondaire dans ce mélange. Les
hydrocarbures terpéniques retrouvés en faibles concentrations dans l'essence des fruits sont
le limonène, le terpinolène et le (3-phellandrène. Le (Zs)-hotriénol cité pour la première fois
dans les fruits mûrs du Vaccinium angustifolium a été caractérisé en se basant sur les
données de la littérature (Sefton et al, 1989).
En considérant la composition chimique de l'huile essentielle des autres espèces du
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Vaccinium étudiés, il semble que l'espèce Vaccinium corymbosum est à 70 % composé
d'acides, l'acide acétique étant le composé principal. Les terpènes identifié dans cette
espèce en faible portion sont le linalol, le géraniol, le citronellol et l'hydroxycitronellol.
Les arômes du Vaccinium myrtillus sont caractérisés par la présence de faible produits
volatils, par exemple, le (£)-hex-2-én-l-ol, le 3-méthylbutanoate d'éthyle et le butanoate
d'éthyle. Les autres espèces sont signalées comme étant pauvre en produits volatils (V.
uliginosum, V. asheï) (MacLeod et al, 1990a).
Contrairement à ce qu'on a été observé dans les quatres espèces de Vaccinium ( V.
myrtillus, V. uliginosum, V. ashei et le V. corymbosum), le fruit du bleuet ne semble pas
contenir d'alcool benzylique qui est typique à ces espèces (MacLeod et ai, 1990b), mais il a
été retrouvé dans le fruit mûrs du Vaccinium angustifolium, sous forme glycosidique.





































































































































































3.1.6 Composition de l'huile essentielle des racines.
L'huile essentielle des racines est composée principalement d'a-terpinéol (30,5%),
du salicylate de méthyle (12,5%) et du (£)-non-2-énal (10,1%). L'odeur de l'huile
essentielle des racines serait dû à l'association de ces trois constituant majeurs, qui occupent
53,0 % des produits volatils. L'a-terpinéol à son état pur a une odeur florale sucrée et il est
signalé dans plusieurs espèces végétales (Pinus clausa, Pinus elliotti, Thymus caespititius,
Thymus cilicius et autres) qui constituent sa principale source naturelle (Lawrence, 1992).
Le salicylate de méthyle, identifié dans l'huile essentielle des racines à une concentration
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d'environ 12 %, est connu pour son influence sur la qualité des tisanes contenant la fleur du
jasmin en corrélation avec d'autres produits volatils de cette fleur (Lawrence, 1992). Cette
présence dans les racines pourrait donc expliquer l'appréciation des tisanes à base des
racines du Vaccinium angustifolium chez les autochtones du Labrador (Black, 1980).
L'huile essentielle des racines est constituée d'un mélange terpénique atteignant une
concentration 80 % des composés oxygénés.

























































































































3.2. Analyse semi-quantitative des huiles essentielles.
Au tableau 9, on retrouve les résultats récapitulatifs de principaux constituants des
huiles essentielles des parties aériennes et des racines du Vaccinium angustifolium, et à la
figure 8 la variation des principaux constituants dans toutes les parties de la plante. À partir
de ces résultats, il semblerait que les produits communs à toutes ces parties soient: l'cc-
terpinéol avec une concentration plus importante dans les racines et dans les fruits mûrs et
l'hexanal qui est inférieure à 6 % dans toutes les parties analysées. Le linalol est présent
seulement dans les parties aériennes de la plante, où il se manifeste à une concentration
relativement élevée dans les fleurs à 29,5 % suivi des fruits mûrs à 24,1 % et des fruits verts
à 18,3 %. Le géraniol est également présent dans les parties aériennes mais c'est dans les
bourgeons qu'il se rencontre en concentration relativement plus élevée (19,0%). Les
composés majeurs en communs des fleurs et des bourgeons de fleurs (le linalol et a-
terpinéol) semblent être synthétisés au niveau des bourgeons de fleurs mais leur
concentration est importante dans l'huile essentielle des fleurs. Un comportement
semblable pour le géraniol pouvait être retrouvé dans ces deux parties, mais on remarque
une concentration élevée dans les bourgeons de fleurs. Cette diminution du géraniol est
probablement associée à une synthèse d'autres produits volatils, pendant l'évolution de la
plante. À cause de la différence non accentuée, dans la composition d'autres constituants
des fleurs et des bourgeons, il n'a pas été possible de dégager les différences.
Lors de l'évolution du fruit de Vaccinium angustifolium, il est possible qu'un
nombre de réactions métaboliques se produisent accompagnés des variations importantes
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dans la composition chimique des produits volatils. Les fruits verts, rouges et mûrs sont
riches en trois composé majeurs, que sont; le linalol, l'a-terpinéol et le géraniol. Dans les
trois cas, la concentration de ces composés est légèrement plus petite dans les fruits rouges,
mais ces derniers ont une concentration plus élevée des composés à six atomes de carbone
(CÔ). Ces composés connus dans des mécanismes de formation des sucres (Bedoukian,
1992), leur quantité ne cesse d'augmenter dès la formation des fruits verts. Il est donc











































^linalol Da-terpinéol H géraniol
Figure 8: Composition de différentes parties du bleuet.
Une faible concentration d'hexanal a été retrouvée dans les fruits mûrs et verts, mais cette
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diminution pourrait être associée à la dégradation des produits volatils labiles lors des
mécanismes d'extraction faisant intervenir la chaleur (McGill et al., 1977).


















































































































3.3. Analyse semi-quantitative des produits volatils.
La méthode de Likens-Nickerson est une technique dans laquelle l'extraction par
solvant et l'entraînement à la vapeur sont réalisés simultanément. L'intérêt majeur de ce
système est d'utiliser de très faibles quantités de solvants (Maarse et al, 1981; Merkx et al,
1990).
Dans le cas présent, une extraction à pression normale a été effectuée pendant 90
minutes sur les échantillons des fleurs, des fruits verts, rouges et mûrs. En se basant sur le
tableau 10 relatif aux résultats de la méthode de Likens-Nickerson et d'hydrodistillation, on
peut constater que dans la zone des composés oxygénés surtout les aldéhydes à C(,, la
méthode d'extraction-distillation permet d'extraire des concentrations relatives plus élevées
en ces constituants que la méthode d'hydrodistillation. Ceci peut être dû aux rendements de
récupération de certains constituants volatils toujours meilleurs avec la méthode de Likens-
Nickerson. Ces rendements de récupération varient de 16-107 % pour la méthode
d'entraînement à la vapeur et de 89-112,1 % pour la méthode de distillation-extraction
(Gagnon et al, 1989). Certains constituants dont les rendements sont supérieurs à 100 %,
proviennent de la transformation biochimique de certains composés sous l'action de la
chaleur (McGill et al, 1977). Ainsi la quantité plus élevée de (£)-hex-2-énal dans les
produits volatils des fruits du processus de Likens-Nickerson est probablement due à la
destruction des produits labiles de la matière végétale.
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Le système d'entraînement à la vapeur offre des concentrations meilleures ou
semblables à celles du système de Likens-Nickerson pour le linalol, le géraniol, l'eugénol et
le citronellol. En effet, le rendement de récupération pour ces alcools dans le système
d'entraînement à la vapeur est toujours meilleur ou équivalent, comparé à celui du système
d'extraction Likens-Nickerson (Gagnon et al, 1989).
Étant donné que les rendements de récupération utilisés pour évaluer les deux
processus d'extraction sont basés sur des mélanges échantillons commerciaux, il est
impossible de prédire les rendements réels de récupération de chaque produits volatils
contenus dans les fruits utilisés. Seul le rendement global peut être déterminé.
La présence d'enzymes capable de catalyser les réactions d'oxydation des acides gras
dans la matière végétale est connue depuis longtemps (Siedow, 1991). L'acide linoléique et
l'acide linolenique étant les constituants des membranes cellulaires des plantes, ces acides
n'agissent avec les enzymes que s'ils sont à l'état libre (Siedow, 1991). La réaction des
lipides et des acides gras pour produire les composés à six atomes de carbones (CÔ)
catalysés par les enzymatiques est connu sous le nom de "voie biochimique d'activité
lipoxygénase" (Slusarenko et al, 1993). La rupture enzymatique de l'acide linolenique
conduit à une série de produits volatils, à odeur caractéristique des végétaux. Tributaire de
la source enzymatique, l'activité lipoxygénase sur l'acide linolenique aboutit aux acides 9- et
13 -hydroperoxylinolenique (S iedow, 1991).
65
La figure 9 montre le mécanisme d'hydropéroxyde liase sur l'acide 13-hydro-
péroxylinolénique pour former les produits à Ce dans les haricots (Phaseolus vulgaris (L.))
(Slusarenko et ai, 1993). La réaction aboutit au (Z)-hex-3-énal, qui par son instabilité se
transforme en (Z)-hex-3-én-l-ol, (£)-hex-2-én-l-ol, (£)-hex-3-én-l-ol ou en (£)-hex-2-énal
(Slusarenko et al, 1993). Un mécanisme semblable se serait produit dans les différentes
parties du Vaccinium angustifolium étudiées, où ces composés se retrouvent. Le tableau 11
résume le comportement de ces produits dans les feuilles, les bourgeons de fleurs, les
fleurs, les fruits verts, rouges et mûrs du bleuet nain. La place occupée par ces composés
dans l'ensemble de l'huile essentielle des parties étudiées est de 39,3 % dans les feuilles,
34,1 % dans les bourgeons de fleurs, 4,2 % dans les fleurs 7,3 % dans les fruits verts, 21,3
% dans les fruits rouges et 1,2 % dans les fruits mûrs. Il n'est pas possible d'expliquer les
fluctuations majeurs observées à l'endroit des fruits, mais comme mentionnée dans les
sections précédentes, ces produits entrent dans la synthèse des sucres et se serait pour cette
raison qu'ils se trouvent en grande concentration dans les fruits rouges avant de se
transformer en sucre dans les fruits mûrs (Bedoukian, 1992). Ces composés, malgré leur
faible quantité dans les haricots (Phaseolus vulgaris), se sont montrés d'excellents
bactéricides et fongicides. Suivant la dose appliquée, le (£)-hex-2-énal s'est montré plus
efficace que le (Z)-hex-3-én-l-ol (Slusarenko et al, 1993). Faute de temps, il ne nous a pas
été possible de vérifier si l'huile essentielle des feuilles du bleuet qui détiennent 32,2 % de
ces deux composés, est dotée de telles propriétés.
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Figure 9 : Processus de l'activité lipoxygénique (Slusarenko et al., 1993).
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Dans certains cas, l'évaluation des composés en C(, permet d'évaluer l'intensité de
l'odeur des fruits. Afin de garantir la bonne qualité des raisins et du vin, la récolte des
raisins doit être effectuée lorsque la concentration de ces produits est au maximum (Gômez
et al, 1995). Le manque de ces constituants dans l'huile essentielle des fruits mûrs alors
qu'ils se trouvent dans les fruits rouges ne peut être expliqué, à partir de ces travaux.
Dans le tableau 12, on retrouve le rendement (sec) en huile essentielle des
différentes parties du Vaccinium angustifolium. En se basant sur ces calculs, il en découle
que l'espèce caractérisée n'est pas riche en huile essentielle. Le rendement oscille autours
de 0,04 %, à l'exception des racines où ce rendement est de 0,007 %.
Tableau 12: Rendement en huiles essentielles.

















3.4. Analyse qualitative d'aglycones volatils des glycosides
L'importance des produits volatils obtenus par les méthodes d'extraction non
classiques, se fait de plus en plus sentir. Souvent, ces méthodes, qui font recourt aux
enzymes aboutissent à de nouvelles structures chimiques liés des glycosides et peuvent se
retrouver dans toutes les parties d'une plante (Stahl-Biskup étal., 1993).
Les aglycones volatils des glycosides ont été identifiés dans plusieurs fruits
comestibles, parmi lesquels, se retrouve la mangue (Adedeji et al, 1992), le fruit du
cognassier (Winterhalter et al., 1988), le fruit de la passion (Winterhalter, 1990), la prune,
l'abricot, la pêche (Krammer et ai, 1991), la tomate (Marlatt et ai, 1992; Buttery et al,
1987), la papaye (Schwab et al, 1989), la pomme (Schwab et al, 1988), le kiwi (Takeoka
et al, 1986) et le raisin (Strauss et al, 1987).
Lors de l'hydrolyse enzymatique en utilisant la (3-glucosidase et la cellulase, 18
aglycones de glycosides des fruits verts et mûrs du bleuet ont été identifiés (tableau 13).
Les aglycones volatils de glycosides obtenus par la P-glucosidase dans les fruits verts sont
composés de 1-hydroxylinalol, du 3-oxo-cc-ionol (7,8 %), d'eugénol (5,7 %) et du nonan-2-
ol (5,7 %). Le 1-hydroxylinalol (8,0 %), l'alcool benzylique (6,9 %) et le nonan-2-ol (5,7
%) sont les principaux composés obtenus par la cellulase dans les mêmes fruits.
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Les glycosides des fruits mûrs hydrolyses par la P-glucosidase sont composés du
nonan-2-ol, de l'heptan-2-ol, de l'eugénol et du benzaldéhyde, les glycosides des mêmes
fruits hydrolisés avec la cellulase sont composés du nonan-2-ol, de l'heptan-2-ol et de
l'eugénol.
Le 3-oxo-a-ionol ou le (7£)-9-hydroxymegastigma-4,7-dién-3-one est un composé
identifié pour la première fois sous forme lié dans les raisins (Strauss et al., 1987). Son
odeur fait penser au tabac où il a été retrouvé dans un rapport huile essentielle/aglycone de
40 à 1 (Baumes et al., 1994a). Depuis sa découverte, il a été caractérisé dans plusieurs
fruits, mais sous forme glycosidique seulement (Baumes et al, 1994b; Adedeji et al., 1992;
Krammer et al, 1991 ; Sefton et al, 1989).
3.5. Analyse semi-quantitative des aglycones volatils.
Au le tableau 13, on retrouve les huiles essentielles et les aglycones volatils des
glycosides des fruits verts et mûrs du bleuet sont présentés. Dans ce tableau, le linalol et
l'eugénol se trouvent dans tous les extraits, mais seul le linalol se trouve dans l'huile
essentielle à une concentration considérable. Si d'autres composés considérés en communs,
la concentration de la fraction aglycone est toujours supérieure à la concentration de la
fraction d'huile essentielle, ce qui coïncide avec les autres cas étudiés (Ho et al, 1990) à
l'exception du géraniol. L'heptan-2-ol caractérisé dans les fruits mûrs, a été identifié dans
les glycosides du gingembre comme l'aglycone volatil principal et son rôle biochimique est
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loin d'être clair (Ho et al, 1990).
Tableau 13: Composition quantitative et comparative des agiycones de glycosides et








































































































































. Ne comporte pas les composés non identifiés.
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La quantité de benzaldéhyde dans les glycosides des fruits mûrs obtenue par la (3-
glucosidase est environ 7,4 %. Ce composé d'odeur aromatique sucrée, rare dans les
ressources naturelles, se retrouve de plus en plus dans les aglycones des glycosides
(Lawrence, 1992). À l'air libre, il s'oxyde très rapidement en acide benzoïque (Clark,
1995). Ainsi l'acide benzoïque trouvé dans les aglycones volatils des glycosides des fruits
serait le résultat d'une autoxydation du benzaldéhyde. Cette affirmation ne pourra être












Figure 10:Structures de quelques aglycones.
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Tableau 14: Rendement en aglycones volatils des glycosides.
Partie de la plante
Glycosides des fruits verts par la cellulase
Glycosides des fruits verts par la /J-glucosidase
Glycosides des fruits mûrs par la cellulase






L'étude des rendements en aglycones volatils obtenus (tableau 14) semble démontrée
que le rendement est semblable pour les deux stades de fruits mais inférieurs aux
rendements en huiles essentielles des mêmes fruits (tableau 12).
CONCLUSION.
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Le Vaccinium angustifolium est une plante nordique qui se trouve dans les régions
sud-est du Canada et le nord-est des Etats Unis d'Amérique. Elle est principalement
exploitée en alimentation pour le goût agréable de son fruit.
Les principaux composés de l'huile essentielle et d'autres produits volatils des
parties aériennes et souterraines de la plante constitués en majorité des monoterpènes ont
été identifiés. Les produits volatils liés ou les aglycones volatils des glycosides dans les
fruits verts et mûrs du V. Angustifolium ont été caractérisés. Pour ces différentes parties
examinées, nous avons remarqué que les feuilles sont principalement composées du (Z)-
hex-2-én-l-ol, du (£>hex-2-énal, du (Z)-hex-3-én-l-ol, du linalol et d'oc-tepinéol et du
géraniol. Ces produits totalisent à eux seuls 60% de la composition totale de l'huile
essentielle des feuilles. Les bourgeons des fleurs sont formés à 83% des composés en Ce, du
linalol, du nonan-2-ol, d'a-terpinéol, du citronnellol et du géraniol. L'huile essentielle des
fleurs est en grande partie composées de l'octan-2-ol, du géraniol, du para-cyménène, du
linalol, du nonanal et d'a-terpinéol. Le géraniol, l'oc-terpinéol, le linalol, le cw-oxyde de
linalol, le (Z)-hex-3-én-l-ol et le (£)-hex-2-énal totalisent 51% de l'ensemble d'huile
essentielle des fruits verts. 51% de la composition de l'huile essentielle obtenue dans les
fruits rouges est constitué par le (£)-hex-2-énal, l'oct-l-én-3-ol, le cis-oxyde de linalol, le
linalol, l'a-terpinéol et le géraniol. Les fruits mûrs sont à 54 % composés principalement
du linalol, d'a-terpinéol, du citronellol et du géraniol. Les racines ou les rhizomes sont à 56
% composées de 1,8-cinéole, du bornéol du terpin-l-én-4-ol, d'a-terpinéol, du salicylate de
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méthyle et du non-2-énal.
La méthode de Likens-Nickerson ne semble pas être souhaitable pour les composés
thermosensibles, car elle est susceptible d'introduire plus d'artefacts que la méthode
d'hydrodistillation, mais présente de bons rendements d'extraction. Les feuilles sont riches
en composés CÔ, mais les fruits mûrs, supposés en avoir n'en contiennent que très peu.
Les principaux constituants d'aglycones volatils de glycosides des fruits verts et
mûrs identifiés, sont: le benzaldéhyde, le linalol, l'alcool benzylique, l'eugénol, l'heptan-2-
ol, le nonan-2-ol, l'alcool phényléthylique et le 3-oxo-a-ionol. Ils constituent 60 % de la
quantité totale d'aglycones volatils des glycosides des fruits mûrs. Seul le linalol et
l'eugénol est commun aux huiles essentielles et aglycones des fruits analysés. Le
rendement faible en produits volatils associé à toutes les parties examinées a permis
d'affirmer que le bleuet est une plante pauvre en huile essentielle et en d'autres produits
volatils libres et liés. L'objectif de caractériser les produits volatils du Vaccinium
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'. Le 3-oxo-a-ionol ou le (7E)-9-hydroxymegastigma-4,7-dién-3-one est identifié pour la première
fois dans les fruits du bleuet. Sa caractérisation est rendu possible grâce aux indices de Kovats,
qui sont de 1652 sur la colonne DB-5 et de 2658 sur la supelcowax-10 et de son spectre de masse
(tableau 13), qui correspondent parfaitement à la littérature (Winterhalter, 1990).
94
2
. Un autre composé isomère du 3-oxo-oc-ionol identifié dans les aglycones volatils des glycosides
est le 3-oxorétro-a-ionol identifié pour la première fois. Signalé dans le tabac, dans les raisins
(Sefton et al., 1989) et dans le fruit de la passion (Winterhalter, 1990), ses indices de Kovats ont
été de 1713 sur la colonne non polaire DB-5, de 2561 sur la colonne polaire supelcowax-10 et
son spectre de masse correspond à l'authentification signalé dans la littérature (Winterhalter,
1990).
3
. Le phytol dont les indices de Kovats sur les colonnes DB-5 et supelcowax-10 sont 2109 et 2609
respectivement, a été identifié dans l'huile essentielle des feuilles en se basant sur son spectre de
masse. Mais comme nous n'avons pas été en mesure de se procurer un échantillon de phytol pur,
une confusion règne sur la concordance de l'indice de Kovats sur la colonne DB-5, qui ne
correspond pas à celui de la banque des indices de Kovats du Laseve, ni à la littérature qui nous a
servie de référence (Adams, 1989).
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Annexe 2.
Chromatogramme (CPG) de l'huile essentielle des fruits mûrs et les spectres de masse






















































50 60 70 80 90
1
 ' I ' • ' ' I ' ' ' ' I ' ' • ' I ' ' ' ' I ' • • ' I ' ' ' ' I ' •

















70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
97
Library Searched : C:\DATABASE\NBS75K.L
Quality : 78
ID : l,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl-




30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 1402—> 20
#10316: l,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl- (*)Abundance














Scan 2656 (21.965 min): BLEUROU.D (-,*)
5b
Myrc Inol I.K.(DB-5) 1116 et 1584 (SP.)
43 79
68
































H i .in,n Lllli1








.100 min): AGFVG.D (-,
8
*)
DB-5) 1647 et 2658 (SP.)
152
123 i:
i . i. ,
J5 165


































Scan 4590 (35.401 min): FD.D (-,*)
81













Scan 8071 (59.557 min): AGFVG.D (*)
149





m/z—> 40 60 80 100 120 140 160 180 200




















































m/Z—> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140













I ' ' ' ' I '
m/z—> 30 40 50
1
 i ' • ' ' i '
60 70
91























I ' , I ' l l ' ' !'•',• !• •, 1 r
159
 1 7 4
" T 1 1 ' I 1 1 ' I














-UiT 1 1 1 1 1 1 1 1 [—1 1 1 1 1 1-
80 100 120 140 160 180
104
Library Searched : C:\DATABASE\NBS75K.L
Quality : 99






Scan 10034 (73.184 min): BLEUROU.D (*)
43 60 73
m/z—>







• •• h- -.!••#•-
157 185
213 256
I 'l I " I I 1 ' I ) '•!• 'l I I' 'I
199 227 239
I I I I I I'I ' I I' ' l " ' | ' ' I ' -,•  - f - • < " - | -














1 9 9 227
tn/Z—> 40 60
T—|~V"T—i—i" |' i—i—i—i | i—r-i—r-|—i—i—i—r-|—i—r-n—i—|—r—\—i ' i '|—i—i—T*T—| i i—i—i—y~i—i i |














Scan 9712 (70.949 min): BLEUROU.D (*)






227239 2 7 0
I.i i i i n i i i i i i i











 ' I ' ' ' ' I '
m/z—> 40 60 80
143 270




































i • | • • • • i . i . | i . . . | . i i i | • i i i | i i i . |










95 110 121 137
152
i i | i i i i
m/z—>
1—i—TT—n—i—i—i—i—r~i—i—i—TT—TT—i—i—i—i—r"T 7 "i—I—i—r f Ji—i—r~i—i—ri—i—r~i—r T i—i—i—i—i—i—i—rh—r
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
107
Library Searched : C:\DATABASE\NBS7 5K.L
Quality : 78
















9195 109 119125 137
m/z—> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Abundance #10316: l,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl- (*)
I I
m/z—> 20 30 40 50 70 80 90 100 110 120 130 140
